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Beschreibung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Ver- 
fahren zur in vivo Gewinnung von Inhaltsstoffen aus 
Zellen sowie nach dem Verfahren gewinnbare Ectoine 
und/oder Ectoin-Derivate, wie S,S-a-Amino-B-hydroxy- 
ectoin. 

Die gebrauchlichen biotechnologischen Verfahren 
zur Gewinnung niedermolekularer Metaboliten im 
technischen MaBstab nutzen fehlregulierte/flberprodu- 
zierende oder "leaky" Mutanten, die das entsprechende 
Produkt ins Medium ausscheiden. Eine erfolgreiche Mu- 
tagenisierung und Mutantenselektion setzt jedoch vor- 
aus, daO ein geeigneter Produkt-Schnelltest zur VerfQ- 
gung steht, oder daB mit spezifischen Antimetaboliten 
ein Selektionsdruck ausgeQbt werden kann. Diese Vor- 
aussetzungen sind im allgemeinen jedoch fur viele Pro- 
dukte nicht gegeben. Mithin muB in zunachst aufwendi- 
gen Verfahren dafQr Sorge getragen werden, daB spe- 
zielle Mutanten gezOchtet werden, die diese Bedingun- 
gen fur die entsprechende Produkte erfOllen. Des weite- 
ren ist nachteilig, daB das Produkt bei sogenannten Dau- 
erausscheidern aus einem mehr oder weniger komple- 
xen Kulturmedium isoliert werden muB. 

Das der Erfindung zugrunde liegende Problem ist die 
Bereitstellung eines prozeBtechnisch steuerbaren Ver- 
fahrens mit dem aus Zellen in kontinuierlicher Weise 
Zellinhaltsstoffe isolierbar werden, wobei das Verfahren 
in vorteilhafter Weise zyklisch gestaltet werden kann 
und somit wirtschaftlich ist. Das erfindungsgemaBe Ver- 
fahren soil eine in-vivo-Isolierung der entsprechenden 
Produkte ermoglichen, so daB die Zellen nicht zerstBrt, 
abgetrennt und durch neue Produzenten ersetzt werden 
mOssen. 

Oberraschenderweise wird dieses technische Pro- 
blem gelost durch ein Verfahren zur in-vivo-Gewinnung 
von Inhaltsstoffen mit den Merkmalen des Anspruchs 1. 
Die AnsprUche 2 bis 15 betreffen bevorzugte AusfOh- 
rungsformen des erfindungsgemaBen Verfahrens. 

Anspruch 16 betrifft Hydroxyectoin, das gemSB An- 
spruch 17 als Zusatz zur Kxyoprotektion von biologi- 
schen Wirkstoffen, Zellen, Blutkonserven etc, in der 
Medizintechnik, der pharmazeutischen und/oder kos- 
metischen Industrie, gemSB Anspruch 18 als Arzneimit- 
tel und gem&B Anspruch 19 zur Herstellung eines Arz- 
neimittels zur Behandlung von Hauterkrankungen ver- 
wendet werden kann. < 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zur in vivo Gewin- 
nung von Inhaltsstoffen aus Zellen geht davon aus, daB 
vorkultivierte Zellen, die in einem bestiramten ersten 
Zustand gewachsen sind, in einen zweiten Zustand Ober- 
fQhrt werden. Durch diesen Schock werden die Zellen 
gezwungen, durch Abgabe von Zellinhaltsstoffen in die 
Umgebung zu reagieren, um eine Anpassung der Zellen 
an die Bedingungen, die im zweiten Zustand herrschen, 
zu erreichen. Dabei mQssen die vorgenannten Verfah- 
rensschritte mindestens zweimal durchlaufen werden 
(Wechselschock). 

Die VerSnderung in der Umgebung der Zellen im 
ersten Zustand kann beispielsweise durch Ver&nderung 
des Druckes, der Temperatur, der Konzentration von 
Stoffen, dem pH-Wert oder Kombinationen dieser 
MaBnahmen erzielt werden. 

So ist es beispielsweise mSglich, einen Schock durch 
Anderungen der osmotischen Bedingungen im Kultur- 
medium auszulosen. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann vorzugsweise 
mit weiteren MaBnahmen kombiniert werden, wie sol- 



chen, die eine Erhohung der Permeabilitat von Zell- 
membranen hervorrufen, wie beispielsweise Elektropo- 
rationsverfahrea Die Permeabilitat derZellmembranen 
kann auch durch permeabilisierende Substanzen veran- 

5 dert werden. Dazu gehOren insbesondere porenbilden- 
de und/oder diffusionsfdrdernde Peptid- und Depsipep- 
tidantibiotika, z. B. Valinomycin, Polymyxin, Gramicidin, 
Nisin sowie Detergenzien wie z. B. Natriumdodecylsul- 
fat, Triton X, Cetyltrimethylammoniumbromid. Auch 

io Wachsrum der Zellen in Mangelmedien kann zu einer 
ErhShung der Zellpermeabilitfit fflhren. Dies geschieht 
insbesondere dann, wenn den Zellen bestimmte Nfihr- 
stoffe, wie Biotin oder Mangan, vorenthalten werden. 
Auch durch Verwendung von Mutanten, deren Lipid- 

15 stoffwechsel gestOrt ist, kann die Zellmembran der be- 
treffenden Zellen durchlfissiger sein. 

Aufgrand der Tatsache, daB die Zellen nicht zerst6rt 
werden, sondern lediglich durch Leckagen, die in Form 
von spezifischen oder unspezifischen Poren oder akti- 

20 ven Transportsystemen vorliegen konnen, Zellinhalts- 
stoffe ins Medium abgeben, kann durch Regeneration 
des ersten Zustandes und erneuten Wechsel in den zwei- 
ten Zustand das erfindungsgemaBe Verfahren kontinu- 
ierlich gestaltet werden. Dies erfolgt erfindungsgemfiB 

25 in Form von sogenannten Wechselschocks in zyklischer 
ProzeBftthrung. Vorzugsweise werden zwischen den 
Wechselschocks die Zellen solange bei konstanten Be- 
dingungen gehalten, bis zwischen Zellen und Umgebung 
quasi-station&re Bedingungen vorliegea 

30 Als Zellen, die dem erfindungsgemaBen Verfahren 
unterworfen werden kOnnen, kommen Mikroorganis- 
men, insbesondere Bakterien, Pilze, Hefen, Algen, Ro- 
talgen oder Zellen heherer Organismen, tierische oder 
pflanzliche Gewebe, oder Organe in Betracht 

35 In bestimmten Konstellationen kann es vorteilhaft 
sein, als Zellen genetisch manipulierte Zellen einzuset- 
zen, die bestimmte Stoffe synthetisieren und diese in 
Folge des Schocks in die Umgebung sezernieren. 

Nach dem erfindungsgemaBen Verfahren arbeitet 

40 man in einer bevorzugten AusfQhrungsform, wie im fol- 
genden beschrieben. Beispielsweise produzieren haloto- 
lerante Eubakterien in Anpassung an hohe Salinitat nie- 
dermolekulare Naturstoffe (Osmotika), die native Enzy- 
me in einem Milieu geringer Wasseraktivitit stabilisie- 

45 ren. Sie kOnnen als Schutzstoffe in der Enzymtechnolc- 
gie eingesetzt werden, und zwar als Hitze-, Gefrier- und 
Trocknungsschutzsubstanzen. Viele dieser "Solute", wie 
beispielsweise Verbindungen aus der Klasse der Tetra- 
hydropyrimidincarbonsauren, sind biotechnologisch in 

so Anwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens leicht 
zugSnglich. Das erfindungsgemaBe Verfahren nutzt die 
Ffihigkeit der halotoleranten Organismen, bei einem 
VerdOnnungsstreB rasch groBe Mengen organischer 
Osmotika zu exportieren, um osmotisch bedingtes Plat- 

55 zen der Zellen zu vermeiden. Vorteilhaft am erfindungs- 
gemaBen Verfahren ist die Tatsache, daB die Ausschei- 
dung der zytoplasmatisch akkumulierten Substanzen 
auch bei Wildstammen induzierbar ist, und daB das Pro- 
dukt in relativ reiner Form in einem verdflnnten waBri- 

$o gen Medium vorliegt Die problematische Reinigung 
niedermolekularer organischer Verbindungen wird da- 
durch wesentlich vereinfacht. Da die Produktion bei- 
spielsweise der Solute vorrangig und unabhangig vom 
Zellwachstum erfolgt, laBt sich die in-vivo-Extraktion, in 

65 Verkdrperung des erfindungsgemaBen Verfahrens, be- 
liebig oft wiederholen und kann in einem kontinuierli- 
chen Verfahren der Biokonversion mit Biomasserecy- 
cb'ng weitergefOhrt werden. 
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Verfahrensschritt der Konzentrierung der Zellsuspen- 
sion an. Um anschlieBend die Solute a us den Zellen zu 
extrahieren, ist es empf ehlenswert, zunachst den GroB- 
teil des Auflenmediums zu entfernen. Diese Konzentrie- 
rung der Zellsuspension kann insbesondere durch Quer- 
stromfiltration durchgefQhrt werden. Dazu wird die 
Zellsuspension mittels einer Fordereinrichtung, wie ei- 
ner Pumpe, durch eine Filtriereinrichtung, beispielswei- 
se eine Filterkassette, gefdrdert. 

Querstromfiltrationen finden seit einigen Jahren viel- 
faltige Anwendung, z. B.: 

— in der Enzymgewinnung aus Zellhomogenisaten, 

— zur Zellernte sowohl von Bakterien- als auch 
von Tierzellkulturen, 

— in Fermentationen mit ZellrOckhaltung zur Stei- 
gerung der Zelldichte (Katalysatordichte) und bei 
gleichzeitiger Abfflhrung des (inhibierenden) Pro- 
dukts im Filtrat. 

Nach der Konzentrierung der Zellen werden diese 
einem hypoosmotischen Schock ausgesetzt. Der Ver- 
dOnnungsstreB wird beispielsweise durch Zugabe von 
sterilem Aqua destillata bis zum Ausgangsvolumen der 
KulturflQssigkeit herbeigeftlhrt. Vorzugsweise wird das 
Wasser innerhatb eines Zeitraumes von weniger als 
30 Minuten zugegeben. 

Daraufhin erfolgt vorzugsweise eine zweite Konzen- 
trierung der Zellsuspension, die analog zur ersten Filtra- 
tion durchgefQhrt werden kann. Das nunmehr abfiltrier- 
te AuBenmedium enthait das Produkt und wird aufge- 
fangen. Die ProduktlOsung kann dann nach an sich be- 
kannten Verfahren aufgearbeitet werden. 

Daran anschlieBend wird vorzugsweise bei kontinu- 
ierlicher VerfahrensfUhrung ein hyperosmotischer 
Schock ausgeUbt, indem eine hochkonzentrierte Nahr- 
stofflOsung mit hohem Salzgehalt wiederum bis zum 
Ausgangsvolumen zugegeben wird. Es kann sich emp- 
fehlen, die Zugabe in einem langeren Zeitintervall 
durchzufOhren als bei AusfUhrung des hypoosmotischen 
Schocks. 

Es kann vorteilhaft sein, nach dem hyperosmotischen 
Schock die Zellen in einer Regenerationsphase zu hal- 
ten, um eine vollstandige Synthese der kompatiblen So- 
lute im ZeUinnern zu erleichtera Danach ist die Zellkul- 
turlosung zu einem weiteren Zyklus bereit, der aus den 
Schritten der Konzentrierung der Zellen, dem hypoos- 
motischen Schock, Filtration der ProduktlOsung, hype- 
rosmotischen Schock und der Regenerationsphase be- 
steht 

Die Fig. 1 und 2 zeigen schematische Darstellungen 
der ProzeBfOhrung im Filtrationsmodus (Fig. 1) und im 
FestkOrperverfahren (Fig. 2). 

Fig. 1 beschreibt eine Anordnung bestehend aus ei- 
nem Fermenter 1, in dem die Bakterienkultur gezflchtet 
wird. Der Fermenter ist mit einem TrQbungsmeBsystem 
2, einem LeitffihigkeitsmeBsystem 80, einem RUhrer 3 
und den Zu- und Ableitungen 4, 5, 6 und 7 versehen. Das 
VorratsgeffiB 10 steht uber die Zuleitung 4 mit dem 
Fermenter in Verbindung und weist vorzugsweise dar- 
fiberhinaus eine Verbindung 11 zu der Querstromfiltra- 
tionseinheit 20 Ober ein Mehr-Wege-, insbesondere 
3-Wege-Ventil, auf. 

Ober die Pumpe 8 kann das Medium durch die Quer- 
stromfiltrationseinheit 20 abgenommen und der Reak- 
torinhalt konzentriert werden. Ober die Leitung 15 kann 
dann das abgezogene Medium Ober das 3-Wege-Ventil 
30 in den Vorratsbehaiter 10 UberfUhrt (Stellung A) oder 



aufgefangen und gegebenenfalls nach Aufarbeitung 
fReinigung) wiederverwendet werden (Stellung C). 
Ober die Zuleitung 5 wird danach der hypoosmotische 
Schock ausgelOst, indem Wasser zugeleitet wird bis das 

5 ursprungliche Volumen im ReaktionsgefaB 1 wieder 
hergestellt ist Danach kann erneut uber die Ableitung 7 
und die Querstromsfiltrationseinheit 20, das nunmehr 
osmotisch verdfinnte Kulturmedium entfernt werden 
und dann fiber eine alternative Schaltung des 3-Wege- 

10 Ventils 30 (Stellung B) zur Produktseite in ein entspre- 
chendes AuffanggeffiB 40 Qberffihrt werden. 

Die ursprunglichen osmotischen Verhaltnisse kOnnen 
durch Zugabe des Mediums aus dem Vorratsbehaiter 10 
bzw. hochs alines Medium wiederhergestellt werden. 

is In einer anderen AusfOhrungsform, die in Fig. 2 dar- 
gestellt ist, ist die FestkOrper- oder Wirbelschichtkultur 
60 mit den Zuleitungen 65, 66 ausgestattet Die Kultur 
60 besteht aus den entsprechenden immob'disierten Or- 
ganismen. Die Zuleitung 65 ist mit einem VorratsgefaB 

20 70 verbunden, in dem die NfthrlOsung bevorratet wer- 
den kann. Ober die Zuleitung 66 kann das Medium fur 
den hypoosmotischen Schock zugeleitet werden. 

Ober die Pumpe 8 kann das Medium jeweils abgezo- 
gen werden und je nach Verfahrenschritt entweder fiber 

25 das 3-Wege-Ventil 30 in das VorratsgefaB 70 zurfickge- 
fOhrt, aufgefangen und aufgearbeitet werden (Stellung 
C),oder in Stellung B des 3- Wege- Ventils die ProduktlO- 
sung aufgefangen werden. Vorzugsweise sind in der Ab- 
leitung 7 MeQeinrichtungen wie LeitfahigkeitsmeBsy- 

30 steme 80 oder DurchfluBphotometer 90 zur Kontrolle 
der Salinitat bzw. Produktmonitoring angeordnet 

Ebenfalls kOnnen weitere MeBsonden, -ffihler ange- 
ordnet sein. Optional sind jeweils auch Steuereinheiten 
anschlieBbar. 

35 

Versuchsbeispiel 
1^1-Bioreaktor 

40 Biostat M (B. Braun, Melsungen) mit MeBaufsatz 
HE5. Im Bioreaktor wurden Uber eine groBe Zahl von 
Sonden MeBdaten erfaBt: pH-Sonde, pCb-Sonde, OD- 
Sonde, Schaumsonde, Temperatursonde und Leitfahig- 
keitssonde. Die MeBdaten werden zum zweiten wesent- 

45 lichen Bestandteil der Anlage, dem Fermenterleitsy- 
stem, weitergeleitet 

Fermenterleitsystem 

50 (MQnzer & Diehl, Overath), bestehend aus einem 
Batch-Controller (zur Datenerfassung und -digitalisie- 
rung sowie zur Steuerung und Regulation von ProzeB- 
groBen) und einem IBM-Industriecomputer AT 286 mit 
FAS-(Fermenter Application softwarc)-Programm (zur 

55 Visualisierung und Speicherung der Daten sowie zur 
Programmierung des Batchcontrollers). 

Querstromfiltration 

6o Querstromfiltrationseinheit Minisette Sanitary Cell 
System mit Filtrationskassette (SS994C02, PorengrOBe 
0,16 uxn, Filterflache 700 cm 2 , FILTRON, Northbo- 
rough, MA.UAA.) 
In diesem Verfahren dient die Querstromfiltration der 

65 Konzentrierung der Bakteriensuspension im Fermenter. 
Der Druck in der Querstromeinheit wird mit Hilfe von 
Manometern kontrolliert und durch Ventile reguliert. 



35 
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Weitere GerSte 

— TrObungsmeBgerat AS 82 und Trflbungsmeflsonde 
AF 44 S (IMA, Neu-Isenburg-Zeppelinheim) nach dem 
Prinzip der Streulichtmessung, 5 
1— LeitfahigkeitsmeBgerat LF 537 und Leitfahigkeits- 
meBsonde Tetracon 96 (WTW, Weilheim), 

— Schlauchpumpe 2006 (VERDER, DQsseldorf), 

— Schlauchpumpe MV-CA 4 (ISM/lTEC, Glattbrugg, 
CH), , 0 

— 2 Membranpumpen FE 211 (B. Braun, Melsungen). 

Ldsungen 

Jede Fermentation wurde mit 200 ml Vorkultur und 15 
1000 ml WM15 gestartet (verflndertes VREELAND- 
Medium WM15, modifiziert: NaCl (1453 g), KC1 (1,0 g), 
MgS0 4 -7 H2O (6,5 g), NH4CI (3,0 g), K2HPO4 (0,5 g), 
CaCl 2 2 • H2O (0,01 g), FeSOW H2O (0,01 g), Glucose- 
Monohydrat (11,0 g), TES (1,0 ml), Aqua dest ad 20 
1000 ml, pH 7,0 (mit 1 N HC1), als Vorkulturmedium mit 
6 g/1 TRIS und 1 N HC1 auf pH 73 gepuffert, TES: 
Spurenelementlesung, Medium Nr. 141, DSM 1989). 

Zur Regulation des pH-Wertes wahrend der Versu- 
che wurden NaOH und HC1 eingesetzt Zur DurchfUh- 25 
rung der Hochzelldichtefermentation und der Wechsel- 
schockschritte wurden FBL-Medium (Glucose- Mono- 
hydrat (297,3 g), NH4CI (66,9 g), K2HP0 4 (43,5 g), 1 N 
HC1 (100 ml), Aqua dest ad 500 ml), und KS30-Medium 
zur Regulation der Salinitat (Nad (300 g), KC1 (2 g), 30 
MgSOW H 2 0 (13 g), CaCl 2 • 2 H 2 0 (0,02 g), FeSCU-7 
H2O (0,02 g), TES (2 ml). Aqua dest ad 1000 ml. pH 7) 
sowie Aqua dest benatigt 

Batch-Kultur 35 

Der erste Verfahrensschritt war die Anzucht von Ha- 
lomonas elongata im Bioreaktor im Batchverfahren. Die 
Fermentationsbedingungen wahrend der gesamten Fer- 
mentation waren: pH 7.5, 25° C, BelUftungsrate 40 
0.16 1/min Luft 15% NaCl. Die Batchfermentation wur- 
de solange durchgefOhrt, bis ein GroBteil der Glucose 
verbraucht war. 

Die FOtterungsstrategie kann nach Keller & Dunn 
ermittelt werden. 45 

FUr die auftretenden Parameter Startbiomassekon- 
zentration (Xo), Startvolumen (V 0 ); Wachstumsrate, Er- 
tagskoeffizient und Substratkonzentration mussen die 
geeigneten Werte gesucht werden. Die Startparameter 
Biomassekonzentration (X 0 ) und Startvolumen (V 0 ) 50 
wurden am Ende der Batchphase ermittelt Der Ertrags- 
koeffizient Yxs betragt beim Wachstum von Halomo- 
nas elongata in Glucose/Mineralsalz-Medium 0,5- Die 
Substratkonzentration Sin in der FBL betrug 540 g/1; die 
Substratkonzentration S im Fermenter war am Ende 55 
der Batchphase nahe 0 und sollte durch die Futterungs- 
strategie nicht groB werden. Deshalb wurde S fur die 
Berechnung der FOtterungsrate vernachlassigt. Der 
letzte Startparameter der FOtterungsstrategie, die 
Wachtumsrate, wurde empirisch bestimmt 60 

Die FOtterungsstrategie wurde in das FAS program- 
miert und die FOtterungsrate mit Hilfe eines ebenfalls 
programmierten Zeittaktes fur jeden Zeitpunkt der 
Hochzelldichtefermentation berechnet. Uber den 
Batchcontroller wurde die FOtterungsrate an eine Mem- 65 
branpumpe Qbergeben und die FedbatchJosung mit der 
entsprechenden FluBrate in den Fermenter gepumpt Es 
wurden Zelldichten bis zu 120 g/1 Frischgewicht (em- 
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spricht 40 g/1 Trockengewicht) erreicht 

Konzentrierung der Zellsuspension 

Urn anschlieBend die Solute aus den Zellen zu extra- 
hieren, muBte ein GroBteil des AuBenmediums entfernt 
werden. Diese Konzentrierung der Zellsuspension wur- 
de mit einer Querstromfiltrationsanlage durchgefOhrt 
Dazu wurde die Zellsuspension mit einer Schlauchpum- 
pe durch die Filterkassette gepumpt Der Druck in der 
Filterkassette wurde so reguliert, daB er am Ausgang 
des Filtennoduls urn etwa 04 bar geringer als im Ein- 
gang war. Er durfte jedoch 3 bar nicht flbersteigen. Die 
Filtrationsdauer hing vom Zustand der Filterkassette ab 
und schwankte zwischen 30min bei neuen Kassetten 
und 2 h bei aiteren. Fur die Dauer der Filtration wurde 
die Drehzahl des RQhrers im Fermenter auf 300 UpM 
reduziert und die Zuluft vollstSndig abgestellt, um ein 
Eindringen von Luftblasen in den Filter zu verhindern. 
Das Volumen der Zellsuspension wurde durch die Fil- 
tration auf 1/5 des Ausgangsvolumens reduziert (Dies 
entspricht einer Zelldichte von bis zu 600 g/1 Frischge- 
wicht). 

Hypoosmotischer Schock 

Der VerdOnnungsstreB wurde durch die Zugabe von 
sterilem Aqua dest. bis zum Ausgangsvolumen herbei- 
geftlhrt Das Wasser wurde wahrend eines Zeitraums 
von 10 bis 30 min zugegeben. 

Filtration der Produktlosung 

Die zweite Konzentrierung der Zellsuspension wurde 
durchgefOhrt, um die ProduktI6sung von den Zellen ab- 
zutrennen. Sie verlief analog zu der ersten Filtration, mit 
dem Unterschied, daB das abfiltrierte AuBenmedium 
nun das Produkt enthielt Es konnte eine Konzentration 
von bis zu 3,7 g Ectoin/I in der Produktlosung erzielt 
werden. 

Hyperosmotischer Schock 

Der SalzstreB wurde durch die Zugabe von WM18 
(Glucose/Mineralsalzmedium mit 18% (w/v) Salz) bis 
zum Ausgangsvolumen ausgelost Die Zugabe erfolgte 
Ober einen Zeitraum von 2 h mit konstanter FluBrate, 
woraus sich ein zeitlicher Gradient in der Salzkonzen- 
tration des Mediums ergibt 

Regenerationsphase 

Im AnschluB an den hyperosmotischen Schock folgte 
eine Regenerationsphase von etwa 24 h zur vollstSndi- 
gen Synthese der kompatiblen Solute. Wahrend dieser 
Zeit wurde mit einer konstanten FluBrate Fedbatchia- 
sung zugefuttert so daB 13 g Glucose pro Stunde zuge- 
fflttert wurden. 

Wechselschockzyklen 

Nach der Regenerationsphase konnte erneut mit den 
osmotischen Wechselschocks begonnen werden. 

Fig. 3 zeigt einen typischen Verfahrensverlauf, bei 
dem 5 Wechselschocks durchgefOhrt worden sind. Die 
Zeitpunkte der einzelnen Wechselschocks sind durch 
die in der Figur angegebenen Pfeile gekennzeichnet In 
Fig. 3 sind auf der Abszisse die Zeit in Tagen und auf der 
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von einem ersten Zusttc* > * durch die Ze llen ge- to 
iwungen werdei. du« h Ate » ^ vQn ^ 
stoffen in die ^mgebung o° , sung der 

nhaltsstoffen zu »: a S ier * Vdes zwehen Zustandes 
Zellen an die B^ffi£, l £o diese Verfah- ,5 
(Wedlock) 

du«h schnelle Ver^denmg to mde. ^ 
Konzentrat.on von ^T^hervorgerufenwird. . 

hervorgemfen wird inem der AnsprQche 

^Veifthiwi^h^g^^ MaBnahme n zur 
1 bis 3, wobet z ^ tzl ' c ^.,^ t von Zellmembranen. 
Erhahung der Pf™ e »J^ u ^ von permeabu, 30 
si erenden Substanzen^ngewe ^ Qche 
5. Verfahren nac h mmdest. wird . daB 
i hie 4 wobe dafur Sorge geiro B Redineungen 

GewebcoderOrganesind der Anspr ache 

^Verf.h«nn^m'g^™ e ^ tach manipu Herte 

t bis 8, dadurch g^f p n r ^ l Sterien. insbeson- 
Mikroorganismen w.e ^^^m, insbeson- » 
de reHalomonadaceae.oaer 
dereMarinococcLsmd. der A n Spr u- 

tauschtwird. 



Medium isotiertwertou . ( Stof{e zur 

l5 - Ve ^ e Sontn^X Osmotika, *to Ectom 
Osmoregulation un^°^ ^ UertweMen . 

^Sot-SdS-oinder Forme, 



Zusatz zur Kryoprot *"°" en et c, in der Medizm- 
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